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Prenos energie
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Prehled prednasky

1. Puvod rezonanéniho prenosu energie
2. Charakteristické veliCiny FRET

3. Aplikace FRET pri studiu biomolekul
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1. Prenos excitacni energie

* Prenos elektronové energie se uskuteCnuje mechanismy zarivymi nebo nezarivymi.

« K zarivému (trivialnimu) prenosu energie dochazi, kdyz excitovana molekula donoru emituje
zareni, ktere je nasledne reabsorbovano molekulou akceptoru.
Dochazi k vyméneé fotonu.

» K excitaci nezarivym prenosem energie (fluorescencni rezonancni prenos energie,
FRET) dochazi, kdyz ve smesi molekul dochazi k absorpci pouze molekulami donoru, avsak
konecnym vysledkem jsou excitované molekuly akceptoru, které budici zareni neabsorbuiji.
Pri tomto pfenosu energie nedochazi k emisi svétla donorem.

Nedochazi k vymeéné fotonu!
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K cemu lze pouzit rezonancni prenos energie?

» Konformaéni zmény « St&peni proteinu/DNA
* Vazba ligandu a receptoru * FUze membran

Conformational
Changes

Ligand-Receptor - e
nteracrtlnnps Fusion of Lipid Vesicles
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Rezonancni prenos energie

* Analogie s prenosem energie mezi ladiCkami.

https://youtu.be/VI4EAutEjaU?si=wazyF FslaMO5aPC
V pripadé molekul dochazi k prenosu energie diky dipol-dipdlovym interakcim.
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https://youtu.be/VJ4EAutEjaU?si=wazyF_FsIaMO5aPC

Dipolove momenty prechodu

== Absorpce
=== Emise

* Dip6élovy moment prechodu je kvantové mechanicka zalezitost.
Neni skuteCcnym dipolovym momentem. Je dan okamzitym stavem elektronoveho obalu
molekuly. Velikost dipélového momentu prechodu udava schopnost daneho stavu molekuly
absorbovat nebo emitovat svétlo. Smér dipdlového momentu prechodu udava smeér,
ve kterem je svetlo molekulou nejlépe absorbovano nebo emitovano.

» Molekuly prednostné absorbuji zareni, jehoz elektricka slozka kmita ve stejné rovine jako je
absorpcéni dipélovy moment prechodu elektronu do vySSi energetické hladiny.

» Molekuly pfrednostné emituji zareni ve stejné roviné jako je emisni dipélovy moment
preChOdu elektronu dO nizs| energetICke hladmy' Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Interakce dipélovych momentu prechodu

Donoru a Akceptoru

Donor Akceptor
m==  Absorpce donoru === Absorpce akceptoru
=== Emise donoru === Fmise akceptoru

Fluorescence
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FRET - nezarivy prenos energie

« V pfitomnosti vhodného akceptoru muze
donor prenést energii excitovaného stavu
primo na akceptor bez vyzareni fotonu.

« Takto excitovany akceptor az teprve pak
vyzari energii, kterou puvodné absorboval
donor.

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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Fluorescencni rezonancni prenos energie (FRET)

» Rezonancni prenos energie lze charakterizovat rychlostni konstantou (kp,), ktera vyjadiuje
pravdepodobnost prenosu.

 Urcujici slozkou je dipdl-dipdlovy prenos energie, pro néjz byl odvozen Forsterav vzorec
(v pfipadé slabé vazby, kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru neovlivni opticka
spektra) v této forme: rtr1m o)< rransren mare

kDA —

Th v

1p — doba dohasinani fluorescence donoru,

R, — vzdalenost ve které je pravdépodobnost pfenosu energie polovicni tj. rovna pravdépodobnosti vnitfni deaktivace
vzbuzeného stavu molekuly,

r — vzdalenost mezi donorem a akceptorem.

* Rezonancni prenos energie je silné zavisly na vzdalenosti donoru a akceptoru.
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Interakce dipol-indukovany dipol

 Polarni molekula s dipolovym momentem

u1 muze indukovat dipélovy moment :> :>

v polarizovatelné molekule.

* Indukovany dipadl interaguje

s permanentnim dipdlem prvni molekuly a
dochazi k vzajemnému pfitahovani. :> :>
 Indukovany dipol (modré Sipky) nasleduje 9
zmeny v orientaci permanentniho dipodlu V - ,Lll 052
(zluteé Sipky). — o ]/‘6
20

11 Fluorescené&ni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Uéinnost prenosu E

« Je dana pomérnym mnozstvim fotonu, které jsou absorbovany donorem a nasledné vyzareny

akceptorem.
k () R6 4 o )
V
E=—7 E=—"0_ |E=1-"24
T, +ky,(7) R, +r . FD/

» Méri se urCenim relativni intenzity fluorescence donoru za nepritomnosti (Fy) a za
pritomnosti akceptoru (Fpa).

* Rychle klesa se 6 mocninou vzdalenosti!
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Popis hybridizace molekul DNA za pouziti FRET

* Pri hybridizaci DNA se dostavaji
Donor a Akceptor do tésné
blizkosti.

« /Zména spektra ukazuje na FRET a
je dukazem hybridizace DNA.

normal. intenzita

fluorescence

500 550 600 650
Emise A [nm]
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R, Forsterova vzdalenost

* R, je vzdalenost donoru a akceptoru, pfi které je uCinnost prenosu E 50%.
* Velikost R, je obvykle 2 — 6 nm, coz je srovnatelné s velikosti biologickych molekul.
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 Zavislost ucinnosti prenosu E na vzdalenosti r je nejvyraznejsi (nejrychleji se meni)

v pripade, ze vzdalenost donoru a akceptoru je blizka R,,.

* R, udava, do jaké stfedni vzdalenosti muze dany par donor-akceptor komunikovat —

je to charakteristika paru fluoroforu.
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Zavislost ucinnosti prenosu na r

6
_ Ro
L = 6 6
R, +7r

r=0.1 xR, E =(0.999999
r=0.5xR, +E =0.984615
r=2.0 xR, +E =0.015384
r=4.0xR, «E = 0.000244

Rozsah vhodny pro mereni: 0.5 - 2 R,,.
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Na cem zavisi R,?

R, =0211(*n*0,J(D))"°  (vA)

* Na orientaci dipélovych momentu prechodu pro emisi donoru a absorbci akceptoru (pro faktor
K% se pouziva primeérna hodnota 2/3).

 Na optickych vlastnostech prostredi (index lomu vody n,,= 1.33).

» Na kvantovém vytézku donoru Q.

* Na mire prekryvu J (1) emisniho spektra donoru a absorpCniho spektra akceptoru.

-- 3
| C
1 81 §
| | o)
|_<E| y / o
7/ ™
/
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Zavislost orientacniho faktoru k2 na orientaci

dipélovych momentu prechodu

 Pro nahodné usporadani dipolovych
momentu pfechodu se bézné pouziva
hodnota k2 = 2/3.

« V pripade, ze jsou dipolové momenty
pfechodu kolmé «?= 0.

>
x2=4 x2=1 x2=0

x°=(cos ;- 3cos ép cos GA)z

x2=(sin9D sin@,cos® -2 cosfp cosQA]2
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Zavislost R, na spektralnim prekryvu

o)

EXCITATION (=--)

EMISSION

-

: -’ ] \ 1
Table 13.1. Calculated R, Values for RET from Siructural lsomers of Dansyl-Labeled Phosphatidylethanolamine {DPE)
to Eosin-Labeled Phosphatidylethanalamine (EPE) and from 2,6-DPE to 2.5-DPE

Donor Acceplor a, J (M- cm?) J (ML em? (am)td R, (Ap
1,.5-DPEP EPE* 037 2.36x 1017 236 x 10° 48.7
2.5-TIPE EPE (.76 L.54 x 10 12 .54 x 101 51.2
2.6-1IPE EPE 071 331 x W 331 % 10 3ol
2,6-DPE 2,5-DPE 0.71 1.3 x 1015 1.3 x 1043 22.8

» Pfenos je vetsi pri vétsim prekryvu spekter a tim je také delSi R,.

« Zavislost je velmi pozvolna, neni linearni, ale zavisi na Sesté odmocniné plochy prekryvu.
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Mereni vzdalenosti pomoci FRET

— Trp { Donor) =~~~ Dansyl (Acceptor) 10
4000 S '

2000 3 905

E(M ixem™)

FLUORESCENCE INTENSITY

A V&b &l

cervené krvinky, zpusobuje odumirani buniky) pfi [éCbé se vyuziva jeho protizanétlivych ucinku.
» Melitin je slozen z 26 AK Tryptofan v poloze 19 byl donorem, Dansyl na N konci byl
akceptorem.
* Po samostatné spektralni charakterizaci melitinu s Trp jako donoru a Dansyl jako akceptoru
byla ur€ena hodnota R, = 2.36 nm.

« Z miry zhaseni je mozno urcit vzdalenost Trp a Dansylu.
19 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Urceni vzdalenosti Trp od N konce melitinu za

pouziti FRET
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* Na zakladé ubytku intenzity fluorescence za pfitomnosti akceptoru je mozno urcit u€innost
pfenosu a odtud vzdalenost donoru (Trp) od akceptoru (na N konci).

e r=2.44 nm.
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Vyhody FRET

- Uginnost pfenosu energie nezavisi na prostiedi mezi donorem a akceptorem.

» Méreni poméru intenzit umoznuje pouziti FRET analyz nezavisle na koncentraci.

* Pro vétsinu aplikaci neni nutno znat R,,.
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FRET umoznuje rozlisit mezi vice variantami

usporadani flexibilnich proteinu

Fluorescein and
1.0 N\ Rhodamine - labeled
/ \ Apo A-l in HDL

\
0.8 [/ \
/ \ Donor alone

0.6

D-A pair
0.4

0.2 Acceptor

alone =
U 1 1 : =
500 S50 600 650
WAVELENGTH (nm)

FLUORESCENCE INTENSITY

* Nejdrive bylo zméfeno emisni spektrum samotného
"Picket-Fence” Conformation donoru na jednom retézci ApoA-I.

» Po pfidani druhého fetézce s akceptorem byl sledovan
ubytek intenzity fluorescence donoru.

» apoA-| protein reguluje metabolismus cholesterolu.
« apo A-l se vaze do lipidové membrany.

« byla navrZzena dvé mozna usporadani proteind » Dochazelo k vyraznému rezonanCnimu pienosu energie.
vV membrané. » To dokazalo relativné malou vzdalenost mezi donorem a
« kvuli flexibilité lipidd neni mozno pouzit strukturni akceptorem.
_mg’dey-v . Al oroteint byl . » Bylo potvrzeno pasové usporadani ApoA-I.
- jeden z fetézcu apoA-I proteint byl naznacen . : -
fluoresceinem (Donor) http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/1a402727a
22 a druhy tetrametylrodaminem (Akceptor). Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR


http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/la402727a

Sledovani denaturacnich zmen

NATIVE DENATURED

=l
— —‘i

NATIVE

P(r)

DENATURED

/

DISTANCE (A)
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FRET mezi CFP a YFP

436 nm 517 nm

TP S PR e - CFP
Bloluminescence Resonance £nergy lranstel

(BRET)

https://www.thermofisher.com/order/fluorescence-spectraviewer/#!/

www.cytographica.com

24 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Zhaseni FRET fotovybelovanim

436 nm M7 nm
Bioluminescence Resonance Energy Transfer
Acceptor Photobleaching Method k
I e

https://www.thermofisher.com/order/fluorescence-spectraviewer/#!/
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Skladani proteinu in vivo

Excitation Excitation

Emission }JJ’J Emission

490 nm 43}0 nm >30 nm:;}

* ApoE4 je spojen s Alzheimerovou nemoci a
vaze se na nervove bunky.

 ApoE3 ma podobnou sekvenci AK,
ale na nervové bunky se nevaze.

* Bylo navrzeno, ze vazebna schopnost
kK nervovym bunkam souvisi s ruznym

CFP FRET

o
o uspofadanim domén ApoE proteind.

ﬁé * Pro ovéreni byly v nervovych bunkach

g transfekovany ApoE konstrukty.

>  FRET analyza ukazala, ze ApoE4

& v konformaci se spojenymi doménami se

E vaze na nervove bunky, zatimco ApoE3

§ nema sve domeény ve vzajemné blizkosti a na
i_ nervove bunky se nevaze.
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FRET senzory

* Detekce estrogenu

44;! nm

480 nm
Flexible =
Linker™a /#
17-BE
.
-
535 nm
T |
0 min 4 min 8 min 12 min 16 min 20 min

Emission ratio CFP/YFP 0.3 1.8 1(480)/1(535)
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Sledovani fosforylace proteinu

e Sledovani Zpracovém’ inZulinu  ° Receptorem inzulinu je tyrozinkinaza, ktera
Fexle Inker - Prosphonltion fosforyluje tyrozin v rozpoznavané sekvenci,
Substrate domain \ / ktera je nasledné vazana SH2 doménou
dalsiho proteinu.
 Tato vazba zpusobuje priblizeni CFP a YFP a
480 nm Tyr o2 indukuje FRET.
Phosphatase || Protein Kinase * Proteinovy konstrukt byl exprimovan
v bunkach.
* Po vystaveni bunek 100 nM inzulinu doslo k

postupnému zvyseni prenosu energie.

440 nm

535 nm

0s 300s 600s

80s
POOOD
e
10 pm \
T = Emission ratio 480 / 535 __———

100 nM insulin 0.3 I 1.1

Fluorescence
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Sledovani morfologickych zmen bunek

GFP-Rac
RAC '
> b\ |
= - \ GTP 4@"
g g N0
Z |5 N
= R GDP
E 1 5 B \. '
\
5 F ALY Direction of movement
w 10F SRR N
no PBD -7 N
[ 50"“'/-/. S ShweE R,
#300M TN S Oy,
sooinM 1009 nM . ":-. :_.:_
0
500 525 550 575 600

WAVELENGTH (nm)

» VV zelene oblasti FRET se zpracovava nejvice GTP a v tomto smeru se také bunka pohybuje.

Zmena v intenzité fluorescence (vpravo) se neprojevuje ve FRET obrazu (vlevo)
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Kombinace FRET a casove rozliSsene mikroskopie

E=1--24

A2

: " Krat$i ¢as dohasinani donoru
3 | 5 s alud " FRET.
Ti:etim:m(?:'s} R :(- s o = y

Normalni — delsi Cas
dohasinani pri fotovybéleni
akceptoru FRET.

T=2.52ns

Number of pixels

x Wy
Lifetime (ps) =g y

H. Wallrabe and A. Periasamy, Imaging protein molecules using FRET and FLIM microscopy,
, Volume 16, Issue 1, Analytical biotechnology, 2005, Pages
19-27.

 FRET-FLIM ,mikroskopie” byla pouzita k charakterizaci tvorby intranuklearnich dimeru

transkripcniho faktoru C/EBPa v zivych bunkach hypofyzy GHFT1-5.
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166904001673
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Stépeni ribozymem

Acceptor:
hexachlorof luorescein

- S
L

@ '0 ’Hojs. “"IIJ:i -5 _r

¥ . P 3 *?2 cuga

05C @ .r!l.| yuuauc c??u

S |
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HO< -0 0
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v /
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1 1 1 1
0 200 400 600 800
TIME (s)

* Po vazbe ribozymu na substrat dochazi
k priblizeni Casti A a B, coz se projevi

zvySenim FRET.
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Detekce pritomnosti c-fos mRNA

5’ c-fos mRNA 3’

» c-fos MRNA je transkripénim faktorem, ktery Bodipy 493 CyS

L vy . . bttt
ovlivhuje bunécny cyklus a diferenciaci. ﬂ yoridization

1 o

« FRET sondy byly pouzity pro zjisteni g | X 5
pritomnosti c-fos mMRNA v bunécéné kulture. Donor ~ * Acceptor

—_
FRET

» Byla prokazana pritomnost c-fos mRNA u
aktivovanych bunek (vlevo).
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Membranova fuze

 Jednotlivé membrany obsahuji donor nebo
akceptor.

Acceptor

» V pripadé splynuti membran pozorujeme A O‘/_,:_
FRET. S e S

"._- SG:_;
38 v ) I

+
=

NH
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Aplikace FRETu v mikroskopi

Donor

&, O_—i_:“ (CH3CHIN VS fiicHacHzl,
B e T T =
E O— r o
0 ¥ Mmoo~ P‘iH
DiO Rh-PE

Lei, G and MacDonald, R.C., Biophys J. 2003

Vyuziti FRETu pro vizualizaci fuze lipidovych dvojvrstev s vezikuly:

Intermediaty zachycené pomoci vysokorychlostni mikrofluorescencni spektroskopie.
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Prakticke poznamky pri mereni FRET

FD,
FDA,
eucinnost E,

*Angstrom.

36 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Literatura

» Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third Edition, Springer + Business
Media, New York, 2006.

e FiSar Z.: FLUORESCENCNI| SPEKTROSKOPIE V NEUROVEDACH
http://www1.1f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podekovani

» Grafika z knihy Principles o Fluorescence pro ucely této prednasky laskavé poskytnul Prof. J.
R. Lakowitz

 Animace FRET v plném rozliseni laskave poskytnul
Dr. Joseph T. E. Roland

37 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR


http://www1.lf1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Viastni fluorescence proteinu
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